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臍帯血 丁細胞 の成人B細胞分化抑制能
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〔ⅠⅠ〕 本論文の 要旨の 一 部 は, 第9 回日 本免疫学金紙合 (1979, 東京) に お い て 発表 し た .
〔Ⅰ〕 編 で は 臍帯血 丁細 胞 が , 成 人 B 細胞 の in
Vitr o で の 免疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)産生 を強く抑制す る こ
と を , 蛍光抗体法 を用 い た 細胞内Ig 保有細胞数 で 検討
し た . 〔Ⅱ〕編 で は ,Ig 産生細胞が培養液中 に 分泌する
Ig 量 を測定す る こ と に よ り , 臍帯血 丁 細胞 の 抑制能
を評価す る こ と を試み た . 沢井 , 石 田 ら1】2)が開発 し た
ラ テ ッ ク ス 近赤外比商法(L PI A) は , 均 一 な直径 の ラ
テ ッ ク ス 粒子 に純度 の 高 い 抗体を感作 し て お き , 抗原
を 含む試料 に 加 え て 抗原抗体反応 を起 こ さ せ , ラ テ ッ
ク ス が 凝 集する際 に近赤外 部( 0.9〟m) の 光 の 透過
度が低下 す る こ と を利用 して 抗原量 を定量 す る新 しい
方法で あ る . こ の 方法 を用 い , pOke w e ed mitogen
(P W M)で 刺激 し た リ ン パ 球が 培養上宿中に 分泌 す る
Ig 量 の 測 定を試 み , さ ら に 双 子培養管 を使用し て ∴透
析膜で 成人末梢血 リ ン パ 球 (P B L) か ら隔て た 臍帯 血
丁細胞が ,液 性因子 を介 し て 成 人 B細胞の 分化を抑制
し得 るか 否か を , 成人 PB Lの 培養上宿の Ig 量 を 測定
す る こ とで 検討 した .
材 料 と 方 法
1. リ ン パ 球の 分離
肪帯血及 び成人静舵血を ヘ パ リ ン を加え て 採血 し ,
〔Ⅰ〕編 で 述 べ た ごと く Fic ol トHy paqu e比重遠JL､法 で
リ ン パ 球 を分離 し た .
2. 臍帯 血 丁 細胞の 分離
〔Ⅰ〕編で 述 べ た ご とく , ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理 した
羊赤血球と臍帯血 リ ン パ 球 を混合 し E ロ ゼ ッ ト 形成
を行 わ せ . Fic olトHy paqu e比重遠心 に て pellet にT
細胞 に 富む populatio nを 得 た .
3 . 培養条件
20 %胎児 牛血清(F C S, GIB C O) を含 む R P M I1640
培養液(GIB C O) に リ ン パ 球 1 × 10
6/mエの 濃度で 浮遊
し , 培 養チ ュ ー ブ( 13× 10mm , Falc o n)に 1ml入れ.
種々 濃度の P W Mを加え , 37 ℃ 5 % C O2 濃度の培
養器で 種 々 期間培養 し た .
4 . 培養上清 の 回収
リ ン パ 球 を培養後 ,400× g ,10分 間遠心 し細胞が混
入 し な い よ う に 培養上宿 を 回収 し て 測定 ま で - 20 ℃
で 保 存 し た .
4. 培養液上溝中の Ig 量 の 測定
Ig 量 の 棲準曲線 を作製 す る た め に , へ キ ス ト の QS
血清 150FLL を 20 % FC S を含 む R P M I1640培養液で
倍 々 希釈 し , 21 9倍 ま で の 希釈系列 を っ く り , そ れぞれ
0.6mエと 0.1 % ラ テ ッ ク ス 試 薬 (抗ヒ ト IgM, IgG,
IgA 家 兎抗休感作)1 山 を キュ ベ ッ ト に 入れ , 直ちに円
形 ス タ ー ラ ー で か く は ん しな が ら 0.9 〃m の 波長 の 光
の 透過 度 の 変化 を測 定 し た . 抗原抗体反応 に よ り ラ テ
ッ ク ス が凝集 す る と 近赤外 郡 の 光 は 透過度 が減少,
Sup pr ess or a ctivity of c o rd blo od T lympho cytes on adult B c ell differentiation inthe
poke w eed mitogen syste m. [ⅠⅠ]Sup pressio n of im m u n oglobulin pr oductio nby hu m or al
fa ctorsderiv ed fro m c o rd blo od T lym pho cytes. - Qu antitative me as ur e m ent of im m u n o･
globulin sin the c ultur e super n at nt of lym pho cytesbylate xphoto m etricim m un o assay
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っ まり 濁度 が上昇 す る . 抗原量が多 い 場合 は , 抗原抗
体反応の 初速度 で 測定 が可能 ( 3分間) で あ り , r ate
method と い う . 抗原畳 が少 な い場 合 は さ ら に 室温 に
3 時間又 は21時間放置 し ,抗原抗体反応 を充分 に 進行
させ て か ら 光の 透過 度 の 変化を求 めて Ig 量 を 決定 し
た (e nd point m ethod). リ ン パ 球培養上浦 は 20 %
F CSを含む培養液 で 2 倍 希釈 し , 0.6 mL ずっ IgM,
IgG,IgA の 測定 に 供 し た .
5. 培 養上浦Ig の 回収実験
測定し たIg 量 の 信頼性 を検定す るた め に , 既 に Ig





















Fig. 1. T win-C ultu r etube.
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Fig･ 2･ Sta nderd c u r v e sfo rIgM .
=
3 min= indi-
C ate sthe sta nderdc u r v e ev alu tedbyr ate m e-
thodoflate xphoto m etricim m u n o a s say(L PIA).
"3a nd 21 hrりindic atethe sta nde rdc u r v e s e val-
u ated by end point m ethod of L PI A.
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血清の あ る Ig量 の 希釈液 を等量加 え ,計算上 の 期待値
と実測値の 比較を行 っ た .
6. 双 子培養菅を用 い た臍帯血 丁細胞 の 成 人 B 細
胞分化に 及 ぼ す影響
交通可能 な 双 子培養菅 ( 図Ⅰ) を透析膜 で 隔 て , 一
方に 成 人 PB L lx lO6/2mL, 他方 に臍帯血 丁細胞 2 ×
108/2m ほ 入 れ , そ れ ぞ れ P W M5〃ヱ/ m ほ 加え て培養
を開始 し た . 培養 開始後6, 1 2, 24, 48. 72時間目 に 臍
帯血 丁細胞 を除 き . P W M を含む新鮮培養液 2mLで 置
換 し た . 計 7 日間培養 し , 成人 P B Lの 培養上清 を回収
しIg 量 を測定 し た . 同時に 細胞も回収 し . 蛍光抗体法
に より Ig 産生細胞数 を算定 した .
成 練
1. Ig 畳の 標準曲線
IgM,IgG,IgA に つ い て の 標準曲線を図2, 3, 4 に
示 し た . 縦軸 は abso rba n c e/min . 横軸 は1mLb たり
の Ig 量で あ る.3 分は r ate m ethod, 3時間, 21時 間は
e nd point m ethod に よ る測定範囲 を示 し て い る .
Rate m ethod で は IgM で 2fLg/ mL か ら 20FLg/ mL ,
IgG で 0.2/Jg/ mエか ら5〃g/mエ , IgA で 0.3〟g/ 皿エカゝ
ら 4〟g/ mLの 範 囲で 測定可能 で あ っ た . End point
m ethod で は IgM で 50ng/ mL か ら 2,000ng/ mL ,
IgG で 10ng/ mL か ら 800ng/mL , rgA で 50ng/ mL か
ら 1,000ng/mLの 範 囲で 測定可能で あ っ た . 20 % F CS
を 含む培養液単独で は , IgM,IgG, IgA と もに 検出 さ
















Fig. 3. Sta nde rdc u r v esfo rIgG.
"3min " indic a-
te sthe standerdc u r v e e v alu ated byr ate m ethod
Oflate xphoto m etricinl m u n Oa SS ay(L PI A).
"
3
a nd 21 hr
' '
indic atethe standerdc u r v e s e v alu.
ated by end poind m ethod of L PIA.
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2. リ ン パ 球培養上清の Ig 量
種々 濃度 の P W Mを加え て 7 日間培養 し , そ れ ぞ れ
の 培養上浦 に つ い て Ig 量を 測定 し た . 図5 に 示 し た よ
う に . 5〃エ/m⊥の P W M を添加 す る こ と で 各 ク ラ ス の
Ig量 の 分泌 が最大 と な っ た . こ れ は 〔Ⅰ〕編 で 述 べ た
蛍光抗体法 に お け る P W Mの 至適濃度 と同 一 で あ っ
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次に 培養開始後 1, 3. 5, 7, 9 日目 ま で に 培 養液中 に
分泌 さ れ るIg 量を 測定 し た . 図6 に そ の 結果 を示した
が
,
IgM ,IgG は培養開始後3 日目 に PW Mの 添加の有
無に 関係 なく か なり の 量 の Ig が検出さ れ , 5 日冒に は
減少 し , 7, 9 日目 と P W M存在下 で Ig の 著し い 分泌
が 認 め ら れ た . IgA の 分 泌 は や や 遅 れ 9 日目 か ら
P W M存在下 で 増加 す る よ う で あ っ た . 臍帯 血リ ン パ
球を 同様 の 条件 で 培養し ,培養上宿中の Ig 量を測定し
たが . 図 7 に 示 し た よ う に 9 日間に わ た っ て 100ng/
mL前後 と ごく微量の Ig 重 しか 検出さ れ ず , P W M添加
の 有無 に よ る差 も認 め ら れ な か っ た .
3. 培養上滞Ig 量 の 回収実験
成人 P B L培養上宿 2検体に つ き Ig の 回収実験を行
っ た( 表1).IgG,IgA に つ い て は ほ ぼ 期待値と実測値
が等 し か っ た が , IgM は実測値が期待値 をや や上回っ
た .
4. 双子培養管を用 い た臍帯血 丁細胞の 成人 B細
胞分化 に 及 ぼ す 影響
肪帯血 丁細胞 は〔Ⅰ〕編で 示 し た よう に , 成人PB L
と の 混合培養に お い て , 成人 B 細胞が Ig 産生細胞 へ
分化する の を 強く 抑制 し た . こ の 肪帯血 丁細胞の 抑制
能 が細胞間の 接触 な し に 透析膜を隔て て 伝達さ れる か
どう か を 双 子培養管を用 い て 検討 し た . 図8 に 結果を
示 した が ,双子培養管 の 一 方か ら培養開始後 24時間以
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Fig. 5. Do s e effect of pokew e ed mitogen on theim m u n oglobulin produ ctio n
inthe c ultu r e supe rn at nt of adult periphe ral blo od lym pho cyte s(1×106/
ml). T he n urnbe r of im m u n oglobulin-prOdu cing c ells in the s am e c ultu r e
w a s sim ulta n e o u sly detected.
臍帯血 丁細胞 の B細胞分化抑制能
は抑制され な い が ･ 24 時間以 降 に 除去 す る と 成人
pB Lに よ るIg 産生 は著明 に 抑制さ れ た ･ 同 じ検体 で




リ ン パ 球培養上帝中 の ig の 定量 は現 在主 に r adio ･
im m u nO a S S ay に よ っ て 測定 され て い る
3)～ 8)
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Days aftcr CuLtu r c
Fig. 6. Im m u n oglobulin pr odu ctio ninthe culture
Super n at ntOf adultper:iphe r al blo od lympho
･
Cyte S(1×1 06/ml) at v a rio u stim einte rv als
afterpoke w e ed mitoge n stim ulation(5pl/ml).
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右田 ら が開発し た L PIA法 で 培養上浦中 の Ig 量 が 測
定可能 か どう か を 検討 し た と こ ろ , IgG で 10ng/ mエ,
IgM. IgA で 50n g/ mL と極 め て 低濃度 の Ig 量 の 測 定
が可能で あ り . r adioim m u n o a s s ay に よる 測定感 度
に比肩し得る と 思わ れ た . 又. 培養上浦Ig の 回収実験
に お い て もIgG,IgA は良 好 な 回収率 が 得 ら れ た .
IgM に つ い て 期待値よ り 実測値 が や や 高 い 傾向 に あ
っ たが , 抗原抗体反応に 伴う 凝集力価 の 相違な ど , 今
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Fig. 7. im m u n oglbulin pr odu ctio nin the c ultu r e
S upe rn at nt Of c o rd blo odlmy phocytes (1×106/
ml)at v ario us tirn einter v als after .poke w e ed
mitogen stim ulatio n(5FLl/ml).
TableI. Rec o v ery a ssay of im mu noglobulin sinthe s uper n ata nt of P W M･Stirn ulated
adultlym pho cytes c ultu re
a ･
Cla ss of Ig
A dultl A dult2
pr edicted e x amin ed(r ec o v ery %) pr edicted e x a min ed(r e c o v ery %)
Ig M 41 69ng 5044ng (121% ) 6093ng 8024ng (132%)
Ig G 1000 864 (86.4%) 4086 4085 (99.9% )
Ig A 1382 1115 (80.7%) 324 350 (108%)
a ･ On e v olu m e ofthe super n at nts of P W M･Stim ulatedadultlym pho cyte s wich had be e ndete rmin ed of
theirIgam ounts(ng/ml)ando n evolum e ofstanderdQSs erum were mixed. Igam ounts ofthes e mix -

































Hou｢ 0 6 12 24 4 8 72 160
Cultur eTirTR W帥 Cord TCeu5 in Twin -Tubc ト厄thod
Fig. 8. Sup pr e ss o r a cti vity of c o rd Tcells o n adult B c ell differ e ntiati｡ nin
the twin-C ulture tube m ethod･ 1×106 adult pe ripheralblo od lym Pho cyte s
a nd 2×106 c o rd Tc ells were cultu r ed in the twin -C ultu r etube s with pok -
e w e ed mitoge n. T he n, C O rd Tc ells w e re re mo v ed fr o m o n e ofthe twin _
tubes at v a rio u stim einter v als of c ultu re a nd r epla c ed with fresh m ediu m
C O ntaining poke w e ed mitogen ･ On day 7 0f c ultu r e,im m u n oglobulin a m oひ
nts in the cultu r e s upe r n at nt of adult periphe ralblo od lympho cyte s w e re
dete cted･ T he n u mbe r of im mu n oglobuiln-pr Odu cing c ellsin the sa m e c ulq
ture w a s sim ulta n e o u sly dete cted.
上帝Ig 量 に つ い て は ,3 日日 に P W Mの 添加 の 有翼酎こ
関係 な く か なり の 量の Ig が 検出 さ れ る が , リ ン パ 球 の
崩解 に よ っ て 出 て き た もの か 由来 は不明 で あ る . 蛍 光
抗体法 で ほ培養開始後5 日目 に Ig 産生細胞 数 の 増加
が み ら れ るが ,Ig の 分泌 は 7 日目 と や や遅 れ る よ う で
あ っ た . 臍帯血 リ ン パ 球の 培 養上宿中 に はIg 分泌 が ほ
とん ど認 め られ ず ,蛍光抗体法 に よ る結果 と合致 し た .
Olding ら
6)は , 臍帯血 丁 細胞が液性因子 を介 し て 母
親 の 末梢 リ ン パ 球の 種々 mitoge n に 対 す る 分裂増殖
を抑制す る こ と を報告 し た . 双 子培養管 を用 い た実験
か ら , 臍帯血 丁 細胞は透析膜を隔て て 成 人 B 細胞 の
Ig 産生を 抑制す る こ と が 示さ れ ,透析可熊な液性因子
の 存在が強く示唆さ れ た . 培 養開始後 ∴経時的 に 臍帯
血 丁細胞を除く こ とに よ り ,24時間前後 とか な り早期
に こ の 液性抑制因子が分泌さ れ る こ とが 想定さ れ た .
結 論
1. ラ テ ッ ク ス 近赤外比商法 に より , リ ン パ 球培 養
上帝中 に 分泌 され たIg 量を 測定す る こ と が で き た .
IgM,IgA は 50ng/mL ,IgG は10ng/mL と極 め て 低 濃
度 ま で 測定可能 で あり . 回収実験か ら も信頼性 が高い
と考え られ た .
2. 成 人 PBL の 培 養上清中 の IgM, 1gG 量 は
P W M刺激後 7 日日 か ら著明 に 増加 し , IgA はや や遅
れ て 9 日目 か ら増加 した . 蛍光抗体法 に よ るIg 産生細
胞数 の 増加 よ り や や 遅れ る傾向に あ っ た . 臍帯血リ ン
パ 球 の 培 養上浦中に は 9 日 間に わ た っ て 1 00ng./ m£前
後 と極 め て 少量 の Ig し か 検出で き なか っ た .
3. 双 子培養管を 用 い た実験 か ら , 臍帯血 丁細胞は
P W M刺激 に よ り透析 rlJ能な液性 因子 を 介 L て 成 人
B 細胞 の 分化 を抑制す る こ と が 示唆さ れ , L か もこ の
液性抑制因子は か な り 早 期( 24時間前後) に 分泌され
ると 思 わ れ た ,
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A bs ぬ Ct In this study, im m unoglobuhn (Ig) a m ou nts in the c ultu r es upe rn ata nt Ofpoke-
W e ed mitoge n(P W M)-Stim ulated adultperiphe r al blood lym phocytes (P B L) we re e v aluated
by usinglatex photo m etric im m u noass ay(L P IA), a n eW im mu nologic al m ethod ofqu antitativ e
m easu re m e nt of a ntige ns or antibodie sby ap plying the n e a rinfrared tubidim etry to t helate
ag glutin atio n re action ･ And, u Sing this m ethod, the sup presso r a ctivi ty of c o rd T cells w as
a sessed in the twin -Culture tubesin which c o rd Tc ens a nd adult PB Lw ere sepa r ated fr o m e a ch
Otherby di alysis m embran ea nd c ultu red with P W M.
1･ T he mi mim um dete ctable a m ounts of Igs by L P I Åw ere asfo1lo ws:IgM and IgA,50 ng/ml
a nd IgG, 1 0ng/rnl using O.6 mlsa mple s. 2 0% fetal c alfse rum C Ontain ed in the c ultu re m ediu m
had n ot affected the Ig am o u nts of the cultu r esupe m ata nt. 1×10
6
/ml adult P B Lw e re c ult red
With 5pl/ml of P WM at v a rious tim e in te rvals. IgM a nd IgG am o u ntsin the cultu re supe r n at nt
Of adult P B L inc reased on 7th day afte rP W Mstim ulatio n(8 9 4岬 8,2 8 2ng/ml). IgA w as secr eted
m o re slo wly a nd in cr eased o n9 th day after P W Mstim ulatio n(630 - 2,3 7 7ng/ml). In t he cultu re
S uPer natant Of cord blood lympho cytes, n egligible a m o u nts of Igs (about 1 0 ng/ml) w er e




2 ･ In t he twin TCultu re tube a say, CO rd Tc ens in o n e of the twin tubes w e r e r e mov ed a nd
r eplaced with ffesh m ediu m c o ntaining P W Mat v arious tim einterv als after PWM stim ulation .
W he n cord T c e11s were re m o ved at 2 4 hr o rlate r ofcultu r e
,
Ig produ ctio nin the c ulture super-
n atant of adult PB Lw as m a rkedly sup pr es sed･ T his resultsuggested t hat t he sup pr esso r a ctivity
Of c ord Tcells o n adult Bce皿 diffe rentiatio n co uld be m ediated by dialyz able hu m o r al fa cto rs
Which w er e se c reted by c o rd T cellsin the early phase of P W Mstim ulatio n.
